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研究成果の概要（和文）：siRNA library スクリーニングと ChIP シークエンスおよび 

microarray により、hypoxia-inducible factor (HIF) の転写制御ネットワークの解析を行

った。新規 HIF 調節分子および新規 HIF ターゲット遺伝子の同定に成功し、そのうちの

１つである Gene A については、腎細胞癌の予後とよく相関し、細胞質分裂に重要な役割

を果たすことを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：We performed analysis of the transcriptional and regulatory 
network of hypoxia-inducible factor (HIF) by siRNA library screening, ChIP-sequencing, 
and microarray analysis.  Based on these findings, we identified novel HIF regulatory 
molecules and HIF-1 target genes.  Gene A, a novel HIF-1 target gene, showed a good 
correlation with prognosis of renal cell carcinoma.  We also found that gene A plays a 
crucial role in cytokinesis.  
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１．研究開始当初の背景 
 

日本を含め世界的に透析患者数は増加の一

途をたどり、末期腎不全の予備軍となる慢性

腎臓病 Chronic Kidney Disease の患者は国

民の５～１０％と推定され、慢性腎臓病の病

態解明と、その進展機序に対する合理的かつ

革新的な治療法の開発は急務となっていた。 

この腎臓病のすべての病期における進行機

転を説明できる独創的かつ合理的な機序とし

て、「慢性低酸素による慢性腎臓病進行機転」

が注目を集めている。このような観点から慢



性腎臓病進行の機序を解明し、それに対する

治療法を確立することは学問的に最重要であ

り、また多数の腎不全患者に対して共通の利

益をもたらすものとして社会的影響も計り知

れないと考えた。 

生体では低酸素状態に対する適応反応とし

て HIF/ Hypoxia Responsive Element 

(HRE) の転写制御系が、様々な生体防御遺伝

子の発現を協調的に制御している。低酸素に

対する適応反応は慢性腎臓病のみならず、心

疾患や脳血管障害などでも病態生理学的に重

要である。更に、癌の内部は乏しい血流にも

関わらず細胞が生存していることが問題であ

り、低酸素に対する応答系は学問的に最もホ

ットな分野の１つとなっている。低酸素に対

する転写制御系の果たす役割の詳細な解析を

行い、有効な適応応答を誘導する方法を見出

すことは、学問的にも臨床応用の観点からも、

当時から現在に至るまで非常に重要と考えら

れている。 

 
２．研究の目的 

 研究の目的は、申請者が展開してきた低

酸素による腎不全進行機転に関する研究を、

これまで蓄積してきた知識・技術及び材料を

用いて新展開させ、低酸素応答転写制御ネッ

トワークを明らかにすることである。本研究

は、低酸素応答という重要な個別生命現象に

焦点を絞って転写制御ネットワークの網羅

的解析を行い、これを腎臓病学の病態生理に

応用するものとして計画した。 

 
３．研究の方法 

(1) HIF 応答レポーターベクターを恒常的に

発現している細胞を利用して siRNA library 

スクリーニングで新規 HIF 調節分子の網羅

的探索を行う。 

(2) ChIP シークエンスと microarray を用い

て HIF の転写制御ネットワークの解明を行

う。 

(3) これらの方法で見出した新規 HIF ター

ゲット分子について、機能解析を行う。 

 

４．研究成果 

(1) HIF 応答レポーターベクターを用いた

siRNA library スクリーニングで複数の新規

HIF 調節候補遺伝子を同定した。更に蛋白レ

ベルでの HIF の発現の変化を調べ、特に HIF

調節能の強い５つの新規遺伝子を同定した。 

(2) ChIP シークエンスを用いて HIF の転写

制御ネットワークの解明を行うため、ヒト血

管内皮細胞(HUVEC)を使用し、HIF-1 およ

び HIF-2 に対する特異的抗体を用いて実験

を行った。 

HIF-2についてはシグナルノイズ比が悪く

再現性のある結果が得られていない。HIF-2

の抗体の特異性の問題と考えており、現在新

たに HIF-2 の抗体の作成を開始している。 

一方、HIF-1 については実験条件の最適化

に成功し、信頼性のあるデータを得ることが

でき、低酸素下でのHIF-1結合遺部位を2060

箇所同定した。同時に、低酸素状態において

HIF-1 が正常に発現している細胞と HIF-1

を ノ ッ ク ダ ウ ン し た 細 胞 に お け る 

microarray 解析の条件を最適化し、480 遺

伝子が HIF-1 依存性に発現が変化すること

を見出した。これらに共通する新規 HIF-1 

ターゲット遺伝子を複数同定した。 

(3) 現在、siRNA library スクリーニングで

見出した新規 HIF 調節分子の具体的な HIF

調節機構に関して研究を進めている。また、

ChIPシークエンスとmicroarray解析により

見出した新規 HIF ターゲット分子の機能解

析も進めている。そのうちの１つである

Gene A については、tissue array を施行す

ることで腎細胞癌における蛋白レベルでの

発現亢進が予後と相関することを見出した。

また、GFP との fusion protein を培養細胞

に発現させ、Gene A の蛋白産物が細胞質分

裂の終期に intercellular bridge に集まるこ

と、低酸素では培養細胞のうち多核細胞が増

加すること、Gene A をノックダウンすると

多核細胞が更に増えることを見出し、Gene A 

が低酸素状態での細胞質分裂に重要な役割

を果たすことを示した。 
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